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低 演 粉 饲 粮 条件 下 不 同 瘤 胃 降 解 演 粉 水 平 对 体外 瘤胃 发 酵 的 影响 
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摘 要: 本 试验 旨 在 研究 玉米 作为 淀粉 来 源 的 低 淀粉 饲 粮 条件 下 不 同 瘤胃 降解 淀粉 RDS) 


水 平 对 体外 瘤 骨 发 酵 的 影 


啊 。 以 3 头 安装 有 永久 性 瘤胃 瘘管 的 健康 荷 斯 坦 奶 牛 作 为 瘤 骨 液 供 


体 ， 各 组 分 别 以 不 同 RDS 水 平 饲 粮 作 为 发 酵 底 物 ， 体 外 产 气 法 测定 培养 48 h 时 产 气量 和 瘤 


胃 发 酵 参 数 以 及 24 h 时 瘤胃 微生物 区 系 变 化 。 结 果 表 明 : 1) 随 着 饲 粮 RDS 水 平 的 提高 ， 


体外 培养 48 时 产 气量 、 潜 在 产 气 部 分 和 产 气 速率 旦 线性 升 高 (P<0.05)， 快 速 发 本 部 分 产 
气量 呈 线 性 下 降 (P<0.05), 干 物质 消失 率 呈 线性 升 高 CP«0.05) 2) 随 着 饲 粮 RDS 水 平 的 
提高 ， 体 外 培养 48 h 时 培养 液 微生物 蛋白 、 乙 酸 、 丙 酸 、 丁 酸 和 总 挥发 性 脂肪 酸 浓度 呈 线 


体外 培养 24 h 时 培养 液 中 


黄色 瘤胃 球菌 、 政 珀 酸 丝 状 杆菌 、 溶 纤维 丁 酸 弧 菌 、 牛 链球 菌 和 溶 淀粉 焉 


色 瘤 骨 球 苗 和 嗜 淀粉 瘤胃 杆 戎 的 相对 数量 呈 线 | 


性 升 高 CP<0.05), pH 和 和 氨 态 氮 浓 度 没 有 显著 变化 (P>0.05); 3) 随 着 饲 粮 RDS 水 平 提高 ， 


生 升 高 (P<0.05)， 


酸 单 胞 菌 的 相对 


数量 没有 显著 变化 (P>0.05)。 综合 考虑 , 低 淀 粉 饲 粮 条 件 下 提高 RDS 水 平 有 利于 瘤胃 发 酵 。 


关键 词 : 瘤胃 降解 淀粉 ， 产 气量 ; ARM, MEWX A 
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淀粉 是 奶牛 饲 粮 中 重要 的 能 量 来 源 。 淀粉 是 瘤胃 中 丙 酸 生成 的 前 体 , 同时 作为 葡 葡 糖 的 
来 源 直 接 在 小 肠 被 消化 吸收 。 淀粉 占 谷 物 中 非 结构 碳水 化 合 物 的 70% 一 80%， 通常 在 瘤胃 被 
迅速 降解 ， 几 乎 全 部 被 消化 《很 多 谷物 淀粉 的 消化 率 在 90% 以 上 )。 谷 物 在 奶牛 中 被 普遍 应 


用 于 满足 奶牛 对 淀粉 和 能 


量 的 需求 。 随 着 发 展 中 


加 ， 谷 物价 格 持续 上 涨 。 显 然 ， 谷 物价 格 的 上 涨 将 会 影响 到 奶牛 场 的 熏 利 ， 


引起 牛 场 经 营 者 的 关注 。 


国家 和 生物 燃料 市 场 对 谷物 需求 量 的 日 益 增 


所 以 低 淀 粉 饲 粮 


目前 普遍 推荐 泌乳 奶牛 饲 粮 淀 粉 水 平 为 23%~30%〈 干 物质 基础 


m。DannD 综 述 表 明 ， 沙 乳牛 饲 粮 中 副产品 饲料 〈 比 如 豆 皮 和 甜菜 颗粒 等 ) 替代 部 分 玉米 情 


况 下 ， 低 淀粉 水 平 (18% ~21%) 饲 粮 对 奶牛 瘤胃 发 酵 和 泌乳 性 能 没有 负 
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饲 粮 淀粉 在 瘤胃 中 降解 的 速率 和 程度 由 几 个 因素 共同 决定 , 包括 饲 粮 淀 粉 来 源 、 饲 粮 组 
成 、 单 次 采 食 量 、 机 械 作 用 谷物 加 工 和 奶牛 咀 虽 )、 化 学 作用 ( 糊 化 度 ) 和 瘤胃 微生物 对 
饲 粮 的 适应 程度 四 。NRC (2001) 外 给 出 了 泌乳 牛 全 混合 日 粮 中 中 性 洗涤 纤维 (NDF)》 最 小 
推荐 量 和 非 纤 维 性 碳水 化 合 物 (NFC) 最 大 推荐 量 ， 而 瘤胃 降解 淀粉 RDS) 水 平 的 变化 会 
影响 瘤胃 pue AA VFA 组 成 77、 干 物质 采 食 量 (DMD 99、 消化 率 B,! 垃 、 乳 脂 率 同和 
AAA, ATLA, TuS RDS 水 平 会 影响 饲 粮 中 NDF 和 NFC 的 适宜 用 量 ， 适 宜 的 RDS 
水 平 对 奶牛 生产 性 能 发 挥 十 分 必要 。 在 我 国 ， 玉 米 是 奶牛 饲 粮 的 主要 来 源 ， 压 片 玉米 和 粉碎 
玉米 是 奶牛 场 常 用 的 玉米 加 工 和 饲 喂 形式 , 压 片 玉米 相 比 粉碎 玉米 提高 了 淀粉 的 瘤 角 降解 率 
(80.3% vs. 67.9%) 021。 本 试验 通过 改变 饲 粮 中 粉碎 玉米 和 蒸汽 压 片 玉米 的 比例 设计 出 3 种 
不 同 RDS 水 平 的 饲 粮 , 通过 体外 产 气 法 , 研究 低 淀粉 饲 粮 [ 淀 粉 水 平 为 20% ( 干 物质 基础 ) ] 
条 件 下 不 同 RDS 水 平 对 体外 瘤胃 产 气 参数 、 发 酵 参 数 和 微生物 区 系 的 影响 ， 为 低 淀粉 饲 粮 
和 淀粉 在 奶牛 生产 中 的 有 效应 用 提供 理论 依据 。 

1 材料 与 方法 
1.1 饲料 样品 的 制备 及 成 分 分 析 

参照 我 国 《奶牛 饲养 标准 》03] (NY/T 34—2004) 配制 3 种 不 同 RDS 水 平 的 试验 饲 粮 : 

低 RDS 水 平 饲 粮 〈 饲 粮 RDS 水 平 为 61.07%，L-RDS 组 )、 中 RDS 水 平 饲 粮 [ 饲 粮 RDS 水 


平 为 67.82%，M-RDS 组 ] 和 高 RDS 水 平 饲 粮 [ 饲 粮 RDS 水 平 为 73.74%，H-RDS 组 ]， 试 验 
饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 
表 1 试验 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of experimental diets (DM basis) % 


ee rr 
L-RDS M-RDS H-RDS 
" = ea aae 
er Bi ma €———— - o " ——— - — 
ia Alfalfa hay 9.20 9.20 9.20 
羊 草 Chinese wild rye 7.40 7.40 7.40 
全 棉籽 Whole cottonseed 8.28 8.28 8.28 
湿 啤 酒糟 Wet brewers grains 5.18 5.18 5.18 


MMA Beet pulp 4.07 4.07 4.07 
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压 片 玉米 Steam-flaked corn 0.00 10.25 20.50 
粉碎 玉米 Finely ground corn 20.50 10.25 0.00 
豆粕 Soybean meal 9.50 9.50 9.50 
干 酒糟 及 其 可 溶 物 DDGS 8.23 8.23 8.23 
Ak Wheat bran 4.39 4.39 4.39 
豆 皮 Soybean hull 2.10 2.10 2.10 
预 混 料 Premix” 2.26 2.26 2.26 
碳酸 氧 钠 NaHCOs 0.54 0.54 0.54 
合计 Total 100.00 100.00 100.00 
营养 水 平 Nutrient levels? 

干 物质 DM 56.7 56.7 56.6 
有 机 物 OM 92.4 92.3 92.4 
THER EIL CP 17.7 17.5 17.4 
粗 脂 肪 EE 4.0 3.5 4.1 
中 性 洗涤 纤维 NDF 34.5 34.5 34.1 
酸性 洗涤 纤维 ADF 19.1 19.3 18.9 
粗 灰 分 Ash 7.6 7.7 7.6 
淀粉 Starch 21.4 22.5 22.6 
泌乳 净 能 NEU(MJkg DM) 6.95 6.99 7.03 


0 每 千克 预 混 料 含 有 One kg of Premix contained the following: VA 400 000 IU, VD 40 000 IU, VE 600 IU, 


Ca 160 g, P33 g， 


> 泌乳 净 能 根 所 


Na 118g, Mg 29 g, Zn2 600 mg, Mn2400mg, Cu550mg, Se 12 mg, I25 mg. 


居 《 奶 牛 饲养 标准 》(3 引 计算 得 出 ， 其 他 营养 水 平 为 实测 值 。NEL was calculated based on 


Feeding Standards of Dairy Cattle, while the other nutrient levels were measured values. 

饲 粮 RDS 水 平 采用 半 体 内 尼龙 袋 法 0 测定 。 试 验 选用 3 头 带 有 永久 性 瘤胃 瘘管 的 健康 
中 国 荷 斯 坦 奶牛 [体重 : (678327) kg; 产 奶 量 : (20.642.5) kg; 泌乳 天 数 : (276+19) d], iX 
验 牛 饲 粮 由 28.9% 的 玉米 青贮 、24.2% 的 羊 草 和 46.9% 的 精 料 〈 均 为 干 物 质 基 础 〉 组 成 。 每 
天 饲 喂 2 次 ， 挤 奶 二 次 ， 自 由 采 食 与 饮水 ， 单 栏 栓 系 饲 养 。 饲 粮 粉碎 通过 3 mm 1,1698, E 


确 称 取 5 g 待 测 


样品 ， 装 入 已 知 重量 标号 的 尼龙 袋 〈10 cmx20 cm; 和 孔径 为 50 um; Ankom 


公司 提供 )， 样 品 分 别 在 瘤胃 中 培养 72、48、24、12、8、4、2 和 0h。 尼 龙 袋 瘤 骨 培养 和 培 
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55 ” 养 后 操作 步骤 参照 Yu 等 20， 样 品 65 CHE 48 h， 回 淹 至 恒 重 ， 粉 碎 过 1 mm 孔径 第 用 于 饲 


56 ” 粮 淀粉 瘤胃 降解 参数 的 测定 。 饲 粮 泻 粉 瘤胃 降解 参数 见 表 2. 


57 表 2 饲 粮 淀粉 瘤胃 降解 参数 
58 Table 2 Starch degradation parameters of diets 
a 
Items L-RDS M-RDS H-RDS 
oem a - ————— - — 了 ee = —— 
瘤胃 培养 可 降解 部 分 D/% 73.42 75.20 77.67 
瘤胃 培养 不 可 降解 部 分 U/% 1.89 4.80 7.03 
瘤胃 培养 可 降解 部 分 降解 速率 Kd/(%/h) 5.89 10.50 18.25 
瘤胃 不 可 降解 淀粉 RUS/% 26.2 32.18 38.93 
瘤胃 降解 淀粉 RDS/% 61.07 67.82 73.74 
z i Se eee ane ap ec eR E — 
~ 60 12 瘤胃 液 的 采集 与 处 理 
© 6 2016 年 6 月 在 黑龙 江 省 双 城 市 省 集 奶 牛 养殖 培训 中 心 奶牛 场 选用 3 头 体重 约 600 kg 的 安 
CN 


ne 62 装 有 永久 性 瘤胃 瘘管 的 荷 斯 坦 奶 牛 作为 瘤胃 液 供 体 牛 ， 于 晨 饲 前 2 h 通 过 瘤胃 瘘管 采集 瘤胃 
63 。 液 ， 混 合 后 装 于 预 加 热 保温 瓶 中 迅速 带 回 实验 室 ， 将 采集 的 瘤 由 液 充分 混合 后 经 4 层 纱布 过 
64 ” 滤 ( 过 滤 同 时 通 入 COs) 备用 ， 整 个 操作 在 39 °C 温水 浴 中 进行 。 

65 13 体外 发 酵 

66 体外 发 酵 装 置 采 用 德国 Endress+Hauser 公司 生产 的 产 气 全 自动 记录 装置 (型 号 : Cerabar 
67  TPMPI31, Memograph MRSG40) 和 软件 系统 〈 奥 特 奇 公司 提供 ) 。 将 试验 所 用 样品 粉碎 
68 全 部 通过 孔径 为 1 mm 的 样品 筛 。 准 确 称 取 0.5 g 样品 放 入 150 mL RARE 每 个 处 
69 ” 理 6 个 重复 ， 并 做 3 个 空白 。 接 种 时 边 搅 拌 边 加 入 已 在 39 °C 预 热 的 缓冲 液 50 mL 和 新 鲜 瘤 
70 ”胃液 25 mL， 所 用 液体 培养 基 采 用 Menke 等 (5 方法 配制 ， 向 瓶 中 持续 通 入 CO» 5 s 后 ,将 每 
71 “个 产 气 装 置 的 传感器 与 数据 记录 仪 相连 接 ， 发 酵 瓶 于 39.2 °C 下 连续 培养 24 和 48 h. 

72 14 样品 收集 和 预 处 理 

73 体外 培养 24 和 48 h 后 各 样品 组 分 别 取出 3 个 发 酵 瓶 ，24 h 时 取 10 mL 培养 液 快速 转移 至 
74 ”-80 °C 冰箱 内 保存 ， 用 于 微生物 总 DNA 的 提取 。48 h 时 结束 发 酵 ， 立 即 测定 发 酵 液 PH， 从 发 
75 — 酵 瓶 中 采集 50 mL 发 酵 液 分 装 于 离心 管 中 ， 按 与 发 酵 液 1 5 的 比例 添加 25% 偏 磷酸 溶液 ， 混 
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匀 后 于 -20 °C 冷冻 保存 ， 用 于 微生物 蛋白 (MCP)、 毛 态 氮 (NH3-N) 和 挥发 性 脂肪 酸 (VFA) 


浓度 的 测定 。 尼 龙 袋 〈 孔 径 : 40um 规格 : 45 mmx55 mm) 过 滤 48 h 发 酵 液 ， 将 尼龙 袋 过 滤 


的 滤 潭 连同 尼龙 袋 在 水 龙头 下 冲洗 至 水 洪 清 ， 在 65 °C 烘箱 内 烘 至 恒 重 ， 计 算术 


物质 消失 率 (DMD). 
1.5 测定 指标 及 方法 


EF 品 的 体外 干 


干 物 质 、 粗 灰分 、 粗 和 蛋白质 、 粗 脂肪 和 无 机 物 含 量 的 测定 参照 AOAC (1990) 09 中 方 


分 析 仪 (美国 ANKOM 公司 )。 


NH3-N 浓度 采用 Broderick 等 8 所 述 的 散 酚 比 色 法 测定 , 仪器 采用 


计 《 上 海 尤 尼 柯 仪器 有 限 公司 )。 


法 。pH 采用 Sartorius Basic pH Meter PB-20 型 酸度 计 〈 赛 多 利 斯 科学 仪器 北京 有 限 公 司 ) 测 
定 。 淀 粉 水 平 测定 采用 演 粉 葡萄 糖苷 酶 /w- 淀 粉 酶 方法 ， 试 剂 盒 购 自 


酸性 洗涤 纤维 CADP) 和 NDF 含量 的 测定 参照 Van Soest 等 ("7 方法， 采用 Ankom 220 纤维 


爱尔兰 Megazyme 公司 。 


UV-2000 型 分 光 光 度 


MCP 浓度 采用 Makkar 等 凤 所 述 的 嗓 叭 法 测定 ， 有 具体 方法 为 : 利用 酵母 RNA 制作 标准 


度 计算 公式 为 


微生物 蛋白 氨 浓 度 (mg/mL) =RNA WE (mg/mL) xRNA FA 


氮 中 RNA 含 氮 量 (10%) x 稀释 倍数 ; 


MCP 浓度 (mg/mL) = 微生物 蛋白 氮 谊 度 (mg/mL ) x6.25. 


| 线 ， 取 8 mL 发 酵 液 在 13 200 r/min 下 离心 20 min， 进 行 前 处 理 
度 计 在 260 nm 波长 下 进行 比 色 ， 根 据 吸光 度 值 和 标准 曲线 计生 


后 利用 UV-2000 型 分 光 光 


fin RNA 测定 值 。MCP 浓 


(17.83%) /细菌 


VFA 浓度 采用 日 本 岛 津 GC-200 气相 色谱 仪 测定 P9, 测定 时 气 谱 条 件 为 : 气 化 室 参数 为 


载 气 氮气 (Nz)， 分 流 比 40: 1， 进 样 量 0.4 此 ， 温 度 220 °C; 


谱 柱 参数 为 HP-INNOWwax 


毛细 管 色谱 柱 恒 流 模式 ,流量 2.0 mL/min, 平 均线 速度 38 cm/s; 柱 温 箱 参 数 为 程序 升温 120 °C 


(3 min) —10 ?C/min—180 °C (1 min); 检测 器 参数 为 氧气 (H2) 流量 40 mL/min， 空 气流 


量 450 mL/min， 柱 流量 + 尾 吹 气流 量 45 mL/min， 火 焰 离 子 检测 器 (FD) 温度 250°C. 


SS 


微生物 区 系 测定 : ARF RR -PN Ge = EIR KR (CTAB) 法 提取 瘤 骨 微生物 总 
DNAP0N。 提 取 后 ， 用 紫外 可 见 分 光 光 度 计 测 定 所 提取 总 DNA 的 浓度 和 纯度 ， 确 保 260 nm 与 


280 nm 处 光 密 度 CODO 的 比值 在 1.6~1.8 之 间 。 采 用 实时 欧 光 定量 PCR (RT-PCR) 技术 检 


测 微生物 相对 数量 , 所 用 仪器 为 ABI7500 型 PCR 仪 ,RTqPCR 的 反应 条 件 参 照 SYBR Premix Ex 


Taq™ 试 剂 建立 20 hL 反 应 体系 。 从 瘤胃 微生物 总 DNA 中 扩 增 


10x2X P2 pL, 10 mmol/LAJdNTP 0.4 uL, 10 umol/LÉfS. | 


菌 16S rDNA。PCR 反 应 体系 : 


EF、 下 游 引物 各 0.8 uL, 25 mmol/L 


112 
113 
114 
115 
116 
117 


的 氧化 镁 (MgChp ) 1.6 uL, 模板 (瘤胃 总 DNA) 0.4 uL, TaqDNA 


EX A 
聚合 


酶 2 uL, XX 2x7K (ddH2O ) 


为 13.6 uL, 总 体积 为 20 uL. PCRR MEM: 95 °C 变性 7 min, 95 °C 1 min, 55 °C 1 min, 72 °C 


3 min, 354 Mff; 72 °C 延伸 7 min。 引 物 序列 及 参考 文献 见 表 3， 引 物 由 上 海 生 工 生物 工程 


股份 有 限 公司 合成 。 


表 3 荧光 定量 PCR 引物 


Table 3 Primers used for RT-PCR 


CTGCTGCCTCCCGTAG 


CGGTCTCTGTATGTTA 


TGAGGTATTACC 


CCTCCTTGCGGTTAGA 


ACA 


CGCCTGCCCCTGAACT 


ATC 


CGGGTCCATCTTGTAC 


CGATAAAT 


ATGATGGCAACTAAC 


AATAGGGGT 


CATCTGAATGCGACT 


GGTTG 


CCTGAGCGTCAGTTA 


CTATCCAGA 


Khafipour 55021 


[23] 


^ 
Denman 等 


Wang “141 


A3 
Denman 等 23] 


^ 
Stevenson 等 25] 


Paran 5 
Stevenson 等 [25] 


^ 
Stevenson 等 25] 


Age [26] 
等 


Khafipour 5 


动力 学 数学 指数 模型 计算 饲 粮 RDS ACFE", in H] 


项 目 Items 上 游 引物 Forward primer 
ABE GAAGAGTTTGATCAT 
Total bacterial GGCTCAG 

TEH Ei BRA CGAACGGAGATAATT 
R. flavefaciens TGAGTTTACTTAGG 
E68 S RA CCCTAAAAGCAGTCT 
R. albus TAGTTCG 
琥珀 酸 丝 状 杆菌 GTTCGGAATTACTGG 
F. succinogenes GCGTAAA 
溶 纤维 丁 酸 弧 菌 ACCGCATAAGCGCAC 
B. fibrisolvens GGA 
牛 链球 菌 TTCCTAGAGATAGGA 
S. bovis AGTTTCTTCGG 
嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 CTGGGGAGCTGCCTG 
R. amylophilus AAT 
溶 淀粉 琥珀 酸 单 胞 菌  CGTTGGGCGGTCATTT 
S. amylolytica GAAAC 
1.6 计算 公式 

根据 瘤 

乘法 对 数据 进行 处 理 。 


采用 动态 发 酵 模 型 CP=a+p(1-e“)28， 根 据 非 线性 最 小 二 乘法 1 


Hı 


a 为 饲 粮 快速 发 酵 部 分 的 产 气量 


的 产 气 速率 (%h) ; arb 为 潜在 产 气量 mL) ; GP 为 1 时 的 产 气 量 


SAS 9.2 非 线 性 回 


归 最 小 二 


7a 


Ts H 


B, 求 出 ay b 和 c 值 ， 


(mL) ; b 为 慢 速 发 酵 部 分 的 产 气量 (mL) ; c 为 5 


(mL) 。 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


118 样本 干 物质 消失 率 (%) =[《〈 样 本 质量 - 残 渣 质量 ) /样本 质量 ]x100。 

119 根据 以 下 公式 将 瘤胃 微生物 相对 数量 表示 为 相对 于 瘤胃 总 细菌 16S rDNA 的 百分比 : 
120 目标 菌 相对 数量 (95). =2-C 8-005100, 

121 式 中 :Ci 为 以 目标 菌 引物 所 测 的 Cr 值 ，Ctssa 为 以 总 细菌 为 引物 所 得 的 Cx 值 。 

122 17 统计 分 析 

123 试验 数据 采用 Excel 2010 软件 处 理 后 ,采用 SAS 9.1 软件 中 MIXED 模型 进行 统计 分 析 ， 


124 ”对 饲 粮 RDS 水 平 的 线性 和 二 次 曲线 效应 进行 了 正 交 多 项 式 对 比分 析 , P<0.05 表示 差异 显著 ， 
125 ”0.05<P<0.10 表示 具有 差异 显著 的 趋势 。 

126 2 结果 与 分 析 

127 24 不 同 RDS 水 平 饲 粮 对 体外 培养 48 h 产 气量 、 参数 及 干 物质 消失 率 的 影响 

128 Hae 4 可 知 ， 随 着 饲 粮 RDS 水 平 的 提高 ， 体 外 培养 48 h 的 产 气量 、 潜 在 产 气量 、 产 气 
129 ”速率 和 干 物质 消失 率 时 线性 升 高 (P<0.05)， 快 速 发 酵 部 分 产 气量 则 呈 线 性 降低 (P<0.05)。 

130 . L-RDS 组 和 M-RDS 组 间 的 所 有 指标 均 不 存在 显著 差异 (P>0.05)。 除 了 快速 发 酵 部 分 产 气 
131 ” 量 显 著 低 于 L-RDS 组 (P<0.05) 外 ，H-RDS 组 的 其 他 指标 均 显 著 高 于 L-RDS 组 (P<0.05)。 
132  H-RDS 组 的 产 气 量 和 潜在 产 气 量 显著 高 于 M-RDS 组 CP<0.05)， 两 者 间 的 其 他 指标 无 显著 
133 ”差异 (P>0.05)。 


jami 


134 表 4 不 同 RDS 水 平 饲 粮 对 体外 培养 48 h 产 气量 、 产 气 参数 及 干 物质 消失 率 的 影响 
135 Table4 Effects of different RDS level diets on GP, gas parameters and DMD after 48 h in vitro incubation 
c 组 别 Groups P{& P-value 
= 项 Eee i pcd cc M 
PR SEM ”组 间 线性 二 次 
= Items L-RDS M-RDS H-RDS 
Group Linear Quadratic 
产 气量 GP/mL 131.85^ 133.68^ 141.938 1.30 — «0.05 «0.05 — 0.10 


产 气 参数 Gas parameters 


快速 发 酵 部 分 产 气量 a/mL 1.09a 0.67% 0.50° 0.10 . «0.05 «0.05 — 0.35 

潜在 产 气量 atb/mL 127.72° 129.62? 138.75° 1.22 <0.05 <0.05 — 0.09 

产 气 速率 c/(96/h) 0.089^ 0.092 0.097" 0.001 0.03 «005 0.32 

干 物 质 消失 率 DMD/% 57.86° 58.38% 60.29" 0.7 <0.05 <0.05 0.22 
"Le Sere z 0 eee 
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139 
140 
141 
142 
143 
144 
145 
146 
147 
148 
149 


150 
151 
152 
153 
154 


In the same row, values with no letter or the same small letter superscripts mean no significant difference 


(P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


2.2 不同 RDS 水 平 饲 粮 对 体外 培养 48 h 培 养 液 pPH 及 MCP、NH3-N、VFA 浓 度 的 影响 


(P>0.05) 。 随 着 饲 粮 RDS 水 


酸 CTVFAO 浓度 呈 线 性 升 高 CP<0.05 ) 


HX 5 可 知 ， 饲 粮 RDS 水 平 对 培养 液 pH, NH-N 浓度 和 乙酸 / 丙 酸 值 没 有 显著 影响 
F 的 提高 ， 培 养 液 MCP、 乙 酸 、 丙 酸 、 丁 酸 和 总 挥发 性 脂肪 


， 其 中 M-RDS 组 除 MCP 浓度 显著 低 于 H-RDS 组 


(P<0.05) 外 ， 其 他 指标 2 组 间 无 显著 差异 (P>0.05)， 而 H-RDS 组 上 述 指标 都 显著 高 


L-RDS 组 (P<0.05). L-RDS 组 培养 液 MCP、 丙 酸 和 丁 酸 浓度 与 M-RDS 组 无 显著 差异 


(P>0.05)， 但 乙酸 和 TVFA 浓度 显著 低 于 M-RDS 组 (P<0.05). 


表 5 不 同 RDS 水 平 饲 粮 对 体外 培养 48 h 培养 液 pH 及 MCP、NH3-N、VFA 浓度 的 影响 


Table 5 Effects of different RDS level diets on fermentation fluid pH and MCP, NH3-N, VFA concentrations 


after 48 h in vitro incubation 


组 别 Groups 


M-RDS 


H-RDS SEM 


Quadratic 


项 目 

L-RDS 
Items 
pH 6.58 
微生物 蛋白 MCP/(mg/mL) 2.49» 
AA NHa-N/(mg/dL) 18.61 
乙酸 Acetate/(mmol/L) 38.08^ 
丙 酸 Propionate/(mmol/L) 15.90° 
丁 酸 Butyrate/(mmol/L) 6.54° 
总 挥发 性 脂肪 酸 TVFA/(mmol/L) 67.85° 
乙酸 / 丙 酸 Acetate/propionate 2.40 


Group Linear 
6.54 0.04 0.32 0.49 
2.62* 0.03 <0.05 <0.05 
18.79 0.57 0.67 0.82 
59.58? 3.78 <0.05 <0.05 
24.024 1.89 <0.05 «0.05 
12.78° 0.95 «0.05 «0.05 
101.95* 7.73 <0.05 «0.05 
2.48 0.06 0.22 0.35 


2.5 不同 RDS 水 平 饲 粮 对 体外 培养 24h 培养 液 微生物 区 系 的 影响 


Iu 


HÆ 6 可 知 ， 随 着 饲 粮 RDS 水 了 


FE 的 提高 ， 培 养 液 中 白 


杆菌 CR. amylophilus) 的 相对 数量 呈 线 性 升 高 (P<0.05) ， 


色 瘤 胃 球 菌 〈R. albus) 和 嗜 淀粉 瘤 


ui 


其 中 H-RDS 组 R. albus Ail R. 


amylophilus 的 相对 数量 显著 高 于 L-RDS 组 和 M-RDS 组 CP«0.05) , L-RDS 组 和 M-RDS 组 


间 差 异 不 显著 (P>0.05)。 饲 粮 RDS 水 平 对 黄色 瘤胃 球菌 


CR. flavefaciens) 、 琥 珀 酸 丝 状 杆菌 CF. 
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155  succinogenes) 、 溶 纤维 丁 酸 弧 菌 (B. fibrisolvens) 、 牛 链球 菌 〈8. bovis) 和 溶 淀粉 琥珀 酸 单 胞 菌 (5S. 


156 ”amylolytica) 的 相对 数量 的 影响 不 显著 CP»0.05) 。 


157 表 6 不 同 RDS 水 平 饲 粮 对 体外 培养 24h 培养 液 微 生物 区 系 的 影响 
158 Table6 Effects of different RDS level diets on fermentation fluid microflora after 24 h in vitro incubation 
p "ER v — " con Re x ee e eae —€— 
Item 组 间 线性 二 次 
Group Linear Quadratic 
posce — E m — , 一 ee a «op oe tl "m —— 


R. flavefaciens/x10?96 


Á EM gj ER 3.06^ 3.52» 6.18^ 0.35 «0.05 «0.05 0.07 


R. albus/x10296 


FETA ZAK AT ERI 9.20 8.42 8.81 0.38 0.45 0.50 0.31 
F. succinogenes!x10?% 


溶 纤 维 丁 酸 弧 菌 2.73 1.77 3.1 0.58 0.37 0.72 0.20 


B. fibrisolvens!x10?% 


AP HERR TAL 6.63 5.85 6.13 0.26 0.26 0.26 0.21 


S. bovis/x10-1% 


嗜 证 粉 瘤胃 杆菌 5.45^ 5.91^ 757 0.19 «0.05 «0.05 0.06 


R. amylophilus/x10:!96 


深 深 粉 琥珀 酸 单 胞 菌 2.11 1.77 2.08 0.32 0.74 0.93 0.48 


S. amylolytical % 

ee s f _ ; " —  —— ————————— 
160 31 不 同 RDS 水 平 饲 粮 对 体外 培养 48 h 瘤 骨 产 气量 、 产 气 参数 及 干 物质 消失 率 的 影响 
161 体外 培养 产 气量 是 评定 饲料 可 发 酵 程 度 的 重要 指标 ， 即 饲料 的 可 发 酵 性 越 强 , 瘤胃 中 微 
162 ”生物 的 活性 越 高 ， 产 气量 越 大 ， 反 之 则 越 少 。 本 试验 体外 培养 48 h 的 产 气量 随 饲 粮 RDS 水 
163 ” 平 的 提高 而 升 高 , 这 与 Palizdar 等 2 和 张 婷 等 B0 报 道 的 结果 一 致 , 因为 饲 粮 中 压 片 玉米 替代 
164 ”粉碎 玉米 使 演 粉 更 容易 被 微生物 和 酶 利用 BJ， 淀粉 降解 产生 大 量 能 量 促进 微生物 的 生长 繁 
165 ，” 殖 ， 提 高 了 发 酵 产 气量 。 本 试验 结果 表明 高 RDS 水 平 饲 粮 提 高 了 潜在 产 气量 和 产 气 速 率 ， 
166 ”这 与 Palizdar 等 2 的 研究 结果 一 致 ， 淀粉 的 快速 降解 促进 微生物 对 营养 物质 的 利用 ,促进 了 
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167 发酵 ， 干 物质 消失 率 提高 提供 部 分 解释 ， 而 快速 发 酵 部 分 产 气量 随 饲 粮 RDS 水 平 的 提高 呈 
168 ”下 降 趋 势 ， 可 能 归 因 于 饲 粮 淀粉 瘤胃 培养 可 溶 部 分 的 降低 。 
169 ”3.2 不同 RDS 水 平 饲 粮 对 体外 培养 48 h 培 养 液 pPH 及 MCP、NH3-N、VFA 浓 度 的 影响 
170 pH 作为 瘤胃 内 环境 变化 的 重要 指标 ， 受 饲 粮 的 组 成 、 唾 液 分 泌 量 和 有 机 酸 的 累积 等 
171 ”种 因素 影响 ,普遍 观点 认为 提高 可 发 酵 碳水 化 合 物 水 平 会 增加 短 链 脂 肪 酸 产量 和 瘤胃 酸 中 毒 
172 ”的 风险 ， 导致 瘤 角 pH 降低 3。 本 试验 结果 表明 饲 粮 RDS 水 平 对 体外 培养 48 h 培养 液 pH 
173 ”没有 显著 影响 ， 这 与 张 婷 等 B0 的 体外 试验 的 结果 一 致 。 其 原因 可 能 是 随 着 体外 培养 时 间 的 
174 ”延长 ， 各 组 淀粉 降解 率 趋 于 相似 ， 而 pH 与 淀粉 降解 的 相关 性 很 高 BJ， 所 以 培养 48 h 时 各 
175 ”处 组 间 培 养 液 pH 差异 不 显著 。 瘤胃 中 NH3-N 浓度 是 反映 瘤胃 氮 代 谢 的 重要 指标 ,其 浓度 大 
176 ”小 可 反映 蛋白 质 的 降解 程度 和 微生物 利用 氨氮 的 能 力 。Murphy 等 6 报道 微生物 发 酵 的 最 佳 
> 177 NH3-N 浓度 为 6.3 一 27.5 mg/dL， 本 试验 各 组 培养 液 NH3-N 浓度 均 在 适合 微生物 发 酵 的 范围 
N 178 ”内 。 本 试验 结果 还 表明 ， 提 高 饲 粮 RDS 水 平 对 培养 液 NH3-N 浓度 的 影响 不 显著 。 张 婷 等 B9 
179 ”研究 得 出 体外 发 酵 压 片 玉米 蔡 代 粉碎 玉米 饲 粮 对 发 酵 液 NH-N 浓度 的 影响 不 显著 ， 本 试验 
180 ”结果 与 此 一 致 。 而 与 Zhong 等 I 和 Aldrich 等 3 体内 试验 报道 的 通过 蒸汽 压 片 玉米 提高 RDS 
181 ”水 平 降 低 了 瘤胃 NH3-N 浓度 的 结果 不 一 致 。 结 果 不 一 致 原因 可 能 是 : 一 方面 ， 谷 物 加 工 后 
182 ”增加 4 一 8 h 时 间 段 体外 培养 淀粉 降解 率 B9， 此 时 能 氮 释 放 同步 性 能 促使 微生物 生长 繁殖 和 
183 MCP 的 合成 , 提高 了 微生物 对 NH3-N 的 利用 , 而 培养 时 间 延 长 使 各 组 淀粉 降解 率 趋 于 相似 ， 
184 ”促使 微生物 对 NH3-N 利用 能 力 趋 于 一 致 ， 另 一 方面 ， 蒸 汽 压 片 技 术 破 坏 玉米 蛋白 质 空间 结 
185 ， 构 ， 提 高 了 蛋白 质 瘤 骨 降 解 率 B7， 导 致 蛋白 质 的 分 解 和 NHas-N 的 生成 。 
- 186 本 试验 结果 表明 提高 饲 粮 RDS 水 平 提高 了 MCP 的 合成 ， 与 之 前 Plascencia 等 四 和 
187 Theurer 等 B8 的 报道 一 致 , MCP 合成 取决 于 瘤胃 可 利用 能 量 和 可 利用 氮 的 数量 以 及 发 酵 速度 
188 ”的 同步 性 。 高 饲 粮 RDS 水 平 下 R. albus 和 R. amylophilus 的 相对 数量 较 高 ,表明 高 饲 粮 RDS 
189 ”水 平 促进 了 有 关 微 生物 的 生长 ， 这 可 能 因为 高 RDS 水 平 有 更 高 的 瘤胃 降解 有 机 物 水 平 B9， 
190 ”为 瘤 角 微生物 生长 繁殖 提供 能 量 ， 同 时 ， 压 片 玉米 蛋白 瘤胃 降解 率 的 提高 可 能 是 提高 MCP 
191 ”浓度 的 另 一 原因 。 也 有 相关 报道 山 表 明 提 高 饲 粮 RDS 水 平 对 MCP 浓度 的 影响 不 显著 ， 结 
192 ” 果 不 一 致 可 能 是 由 于 瘤胃 内 快速 降解 淀粉 降低 了 瘤胃 内 纤维 物质 消化 率 , 对 瘤胃 发 酵 产 生 负 
效应 ,减少 了 瘤胃 降解 有 机 物 水 平 ， 影 响 了 MCYP WER. VFA 是 反刍 动物 能 量 代谢 的 主 
194 ”要 能 量 来 源 , 而 乙酸 、 丙 酸 和 丁 酸 的 量 占 主要 能 源 物质 的 80%。 本 试验 发 现 , 提高 饲 粮 RDS 
195 ”水 平 可 不 同 程度 地 提高 乙酸 、 丙 酸 和 丁 酸 的 浓度 。 张 婷 等 Bo 体外 试验 表明 饲 粮 中 压 片 玉米 
196 ”代替 普通 玉米 有 升 高 乙酸 浓度 的 趋势 ， 使 丙 酸 和 了 丁 酸 浓度 显著 升 高 ， 与 本 试验 结果 类 似 。 而 
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197 ”相关 体内 试验 表明 提高 饲 粮 RDS ACP AK F ORREN, dig d ARRE, OT PRR 
198 ”无 显著 影响 "40。 试 验 饲 粮 中 压 片 玉 米 中 演 粉 相 比 粉 碎 玉 米 中 淀粉 更 易 被 微生物 和 酶 利用 ， 
199 ”淀粉 的 快速 降解 导致 丙 酸 浓度 升 高 ， 而 乙酸 和 丁 酸 浓度 升 高 可 能 是 由 于 高 RDS 水 平 有 更 高 
200 ”的 瘤 骨 降 解 有 机 物 水 平 69， 可 为 微生物 生长 提供 能 量 ， 促 进 了 微生物 对 营养 物质 的 分 解 ， 
201 ”提高 了 乙酸 和 丁 酸 的 产量 。 本 试验 结果 表明 饲 粮 RDS 水 平 对 乙酸 / 丙 酸 值 没 有 显著 影响 ， 结 
202 ” 果 与 张 婷 等 BJ 所 得 结果 一 致 ,与 Shen 等 中 所 得 结果 不 一 致 , 可 能 是 因为 不 同 饲 粮 情况 下 RDS 
203 ”对 瘤胃 发 酵 的 影响 不 同 ， 导 致 了 乙酸 和 丙 酸 浓度 的 差异 。 
204 ”3.3 不 同 RDS 水 平 饲 粮 对 体外 培养 24h 培养 液 微生物 区 系 的 影响 
205 瘤胃 中 的 纤维 分 解 菌 主要 有 R. flavefaciens、R. albus Ņ F. succinogenes， 本 试验 结果 表 
206 ” 明 体 外 培养 24 h 培养 液 R. albus 相对 数量 随 饲 粮 RDS 水 平 的 提高 而 升 高 ， 而 各 组 R. 
207 flavefaciens fl F. succinogenes 相对 数量 差异 不 显著 。 李 飞 M9 研究 表明 , 饲 粮 中 不 同比 例 的 小 
208 ” 麦 蔡 代 玉 米 饲 喂奶 山羊 , 瘤胃 液 中 R. flavefaciens 相对 数量 呈 线 性 下 降 , F. succinogenes 相对 
209 ”数量 时 二 次 曲线 变化 趋势 ， 对 R. albus 相对 数量 的 影响 不 显著 。 胡 红 莲 M1 研究 表明 ， 随 着 饲 
210 ” 粮 中 玉米 比例 的 提高 ， 奶 山羊 瘤胃 液 中 3 种 纤维 分 解 菌 (R. flavefaciens, F. succinogenes 和 
211 R. albus) 的 相对 数量 逐渐 下 降 。 完结 果 不 一 致 可 能 是 由 于 瘤胃 液 pH 不 同 造成 的 ， 因 
212 ”为 提高 可 发 酵 碳 水 化 合 物 水 平 会 增加 短 链 脂肪 酸 产量 和 瘤胃 酸 中 毒 的 风险 ， 导 致 瘤 骨 pH IE 
213 ，” 低 6241， 纤 维 分 解 菌 普遍 对 瘤胃 pH 敏感 ， 当 pH 低 于 6.0 时 ， 瘤 骨 球菌 和 F. succinogenes 
214 ”等 主要 的 纤维 降解 菌 的 生长 将 受到 抑制 中 ]。 而 本 试验 中 各 组 培养 液 pH 处 于 正常 范围 ， 同 时 
C 215 NAN 浓度 在 适合 微生物 发 酵 的 范围 内 , R. albus 相对 数量 的 增长 可 能 是 因为 高 RDS 水 平 提 
"s 216 供 了 更 多 的 瘤胃 降解 有 机 物 B9， 从 而 为 瘤胃 微生物 的 生长 繁殖 提供 了 能 量 。 妃 iprisovens 
217 ”的 不 同 菌 株 表 现 差异 较 大 , 有 的 菌株 具有 很 强 的 淀粉 降解 活性 ， 有 的 菌株 具有 很 强 的 纤维 降 
218 ” 解 活性 ， 本 试验 中 各 组 培养 液 B. fibrisolvens 相对 数量 差异 不 显著 ， 此 结果 与 申 军士 和 1 所 得 
219 ”结果 一 致 。S. bovis、R. amylophilus 和 S. amylolytica 是 主要 的 淀粉 降解 菌 ， 申 军士 的 研 究 表 
220 ，” 明 ， 饲 粮 中 压 片 玉米 蔡 代 粉碎 玉米 饲 喂奶 牛 ， 瘤 骨 液 9 bovis 相对 数量 上 升 ，R. amylophilus 
221 ”相对 数量 下 降 ，S. amylolytica 相对 数量 没有 显著 变化 。 李 飞 rt 研究 表明 ， 饲 粮 中 压 片 玉米 蔡 
222 FURR OK TAIRA, BUS. amylolytica 相对 数量 升 高 ， 对 S. bovis 和 R. amylophilus 相 
223 ”对 数量 无 显著 影响 。 上 述 研 究 结果 不 完全 一 致 ， 可 能 与 饲 粮 RDS 水 平和 淀粉 降解 速率 的 差 
224 ” 异 有 关 ， 其 原因 有 待 进一步 研究 。 
22b 4 4 ie 


226 低 演 粉 饲 粮 条 件 下 提高 饲 粮 RDS 水 平 提高 了 体外 培养 48 h 的 产 气 量 、 潜 在 产 气 部 分 和 
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产 气 速率 ， 提 高 了 体外 培养 48 h 培养 液 MCP、 乙 酸 、 丙 酸 、 丁 酸 和 TVFA 浓度 ， 而 对 pH 
TUE RRC EM, durs SAFE 24 h 培养 液 白 色 瘤 角球 菌 和 嗜 淀 粉 瘤胃 杆菌 的 
相对 数量 。 由 此 得 出 ， 低 淀粉 饲 粮 条 件 下 提高 饲 粮 RDS 水 平 有 利于 瘤 骨 发 酵 。 
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Effects of Ruminally Degradable Starch Level in Low Starch Diets on in Vitro Ruminal 
Fermentation 
LUO Guobin WANG Lijun LIU Yan ZHANG Guangning SUN Kaijing WANG Xinying 
ZHANG Yonggen* 
(School of Animal Science and Technology, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, 
China) 

Abstract: This trial was performed to examine the effects of ruminally degradable starch levels in 
diet with low corn-based starch on in vitro ruminal fermentation. Three Holstein cows fitted with 
permanent rumen fistulas were used as the donor of rumen fluid. Diets with different ruminally 
degradable starch levels were used as substrates, and the changes of gas production and ruminal 
fermentation parameters during 48 h incubation were determined using in vitro gas production 
method, and the ruminal microflora change during 24 h incubation were also determined. The 
results showed as follows: 1) with the ruminally degradable starch level increasing, gas production 
(GP), potential gas production (a+b) and gas production rate constant for “gas production from the 
slowly soluble fraction (b)" (c) were linearly increased (P«0.05), the gas production from the 
immediately soluble fraction (a) was linearly decreased (P«0.05), and the dry matter digestibility 
was linearly increased after 48 h in vitro incubation (P<0.05). 2) With the ruminally degradable 
starch level increasing, fermentation fluid microprotein (MCP), acetate, propionate, butyrate and 
total volatile fatty acids (TVFA) concentrations were linearly increased after 48 h in vitro 
incubation (P<0.05), but the pH and ammonianitrogen concentration were not significantly 
changed (P>0.05). 3) With the ruminally degradable starch level increasing, the relative counts of 
R. albus and R. amylophilus in fermentation fluid after 24 h in vitro incubation were linearly 
increased (P«0.05), while the relative counts of R. flavefacien, F. succinogenes, B. fibrisolvens, S. 
bovis and S. amylolytica had no significant changes (P>0.05). It is concluded that incraesing 
ruminally degradable starch level can improve ruminal fermentation in diet with low starch. 


Key words: ruminally degradable starch; gas production; rumen fermentation; microflora 
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